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RESUMEN

En este trabajo fin de grado se ha realizado el diseno y fabricacion de tres tipos de
redes de sensores para construir lenguas electronicas de tipo voltamétrico,
potenciométrico e impedimétrico, que nos permitirdn realizar analisis rapidos,
sencillos y econémicos del producto de interés, que en nuestro caso es leche.

En las tres redes de sensores se ha procedido de la misma forma. Se han probado
con un amplio catalogo de leches diferentes y se ha medido su repetitividad y
reproducibilidad para poder asegurarnos del correcto funcionamiento de las redes
de sensores. Por ultimo, se han utilizado para medir las leches y ver si podemos
discriminar entre ellas, incluyendo las mismas, pero con cierto envejecimiento. Los
sensores voltamétricos y potenciométricos desarrollados tienen repetitividad y
reproducibilidad 6ptima y han logrado discriminar las muestras. En los
impedimétricos no hemos conseguido diferencias sin activacion, dejando planteada
la activacion para futuros trabajos.

Palabras clave: Lenguas electronicas, voltamétricos, potenciométricos,
impedimétricos, leche.
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ABSTRACT

In this final degree project, the design and manufacture of three types of sensor
networks have been carried out to build voltammetric, potentiometric and
impedimetric tongues, which will allow us to carry out quick, simple and economic
analyzes of the product of interest, which in our case is milk.

They have been tested with a wide catalog of different milks and repeatability and
reproducibility have been measured to be able to ensure the correct functioning of
the sensor networks. Finally, they have been used to measure milks and see if we
can discriminate between them, including them, but with some aging. The
voltammetric and potentiometric sensors developed have optimum repeatability and
reproducibility and have managed to discriminate the samples. In the impedimetric
tongue we have not achieved differences without activation, leaving activation for
future work.

Keywords: e-tongue, voltammetric, potentiometric, impedimetric, milk.
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1. INTRODUCCION

1.1. ENUNCIADO DEL PROYECTO

En el presente trabajo de fin de grado diseharemos y aplicaremos distintos tipos de
sensores electroquimicos para la caracterizacion y determinacion de parametros
quimicos de interés en productos lacteos.

1.2.  JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El grupo de investigacion UVaSens, dirigido por la prof. Maria Luz Rodriguez Mendéz,
del Departamento de Quimica Fisica y Quimica Inorganica de la Escuela de
Ingenierias Industriales de la Universidad de Valladolid (UVa), en colaboracion con la
prof. Ana Cristina Garcia Cabezon del Departamento de Ciencias Materiales e
Ingenieria de Materiales, esta desarrollando lenguas electronicas y bioelectronicas
para el analisis de diferentes alimentos, como por ejemplo leches, vinos y zumos,
con el objetivo de disenar y construir redes de sensores capaces de detectar los
componentes quimicos y discriminarlos de una manera rapida, sencilla y eficaz. Para
ello se estan desarrollando lenguas electronicas y bioelectronicas.

El sector lacteo es uno de los pilares mas importantes dentro de la industria
agroalimentaria, concentrandose en Galicia, Asturias, Cantabria y Castilla y Le6n
dentro del panorama nacional. Este sector es uno de los mas estrictos en materia de
legislacion para asi proteger al consumidor. Debido a esto se realizan muchos
analisis para poder garantizar la calidad de los productos. Los métodos mas
utilizados (cromatografia, espectroscopia, etc) tienen el inconveniente de que no son
inmediatos ademas de su coste, por lo que no se pueden realizar in situ, lo que es
un inconveniente para los ganaderos, ya que con un método rapido in situ
conseguirian mejorar la calidad de las leches y detectar posibles adulteraciones en
las mismas antes de su posterior transporte. Por ello cobra fuerza un método basado
en lenguas electronicas que pueden permitirnos obtener resultados de una forma
rapida y a bajo coste que ayudaria a los ganaderos a conseguir los objetivos
marcados anteriormente.

1.3. OBIJETIVOS

El objetivo principal que persigue la realizacion de este Trabajo Fin de Grado es el
diseno y aplicacion de diferentes redes de sensores para en primer lugar caracterizar
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varios tipos de leche proporcionadas por la marca Pascual y poder comparar los
datos obtenidos en los analisis quimicos para asi determinar la sensibilidad a las
distintas sustancias quimicas de los sensores utilizados. En segundo lugar, este
proyecto pretende llevar a cabo la comparacion entre los distintos tipos de sensores
electroquimicos para seleccionar el que mejor se adapta a la medicion de productos

lacteos y poder seguir su desarrollo en futuros proyectos con objeto de implantar su
uso industrial.
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2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. LECHE
2.1.1. Definicion

La leche es un fluido biolégico de color blanquecino opaco que segregan las hembras
de los mamiferos. Su funcioén es la de aportar los nutrientes y la energia necesarios
para el crecimiento y el desarrollo de las crias y proteger su tracto gastrointestinal
contra patégenos y toxinas durante los primeros meses de vida hasta que son
capaces de digerir otros alimentos. La mas comin es la leche de vaca, sobre todo en
términos de consumo, pero hay una gran variedad. [1, 2]

2.1.2. Composicion

La leche es un alimento basico dentro de la alimentacion debido a que tiene un alto

contenido en nutrientes respecto a su contenido calérico, lo que hace que sea un
alimento con un gran valor nutricional y una fuente de energia importante. Su
principal componente es el agua que varia entre un 68 y un 91% dependiendo del
tipo y de su origen. También aporta proteinas, grasas y minerales (principalmente
calcio, magnesio, fosforo y zinc), hidratos de carbono (fundamentalmente en forma
de lactosa). Ademas, aporta vitamina D, Ay del complejo B (especialmente B12 y
B2). Por el contrario, la leche presenta un déficit de hierro y vitamina C, importantes
dentro de nuestra dieta habitual. [1, 2]

Componentes (%) Vaca Cabra Oveja
Agua 87,5 87,9 80,1
Proteinas 3,2 3,4 6,2
Grasas 3,6 3,8 7,9
Hidratos de carbono 4,7 4,1 4,9
Caseina 2,6 2,4 4,2
Albumina, globulina 0,6 0,6 1,0
Cenizas 0,7 0,8 0,9

Tabla 1. Composicién de los principales tipos de leche seglin su origen [2]


https://es.wikipedia.org/wiki/Tracto_gastrointestinal
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Agua

El agua es el componente principal de la leche. Su contenido en agua varia entre un
68 y un 91% dependiendo del tipo de leche y el origen de esta. Por ejemplo, la mas
comun de todas que es la leche de vaca tiene aproximadamente un 87% de agua.

Proteinas

Dentro de las proteinas la mas comun es la caseina que se presenta en torno al 80%
de las proteinas que contiene la leche. Esta proteina precipita y forma una masa
coagulada llamada cuajada, que después de prensada, salada y madurada se
convierte en el queso. Los cuatro tipos de caseina son alfa («), beta (B), kappa (K) y
gamma (g) en distintas proporciones. La mas importante es la caseina K por su
importancia en la coagulacion de la leche.

El otro 20% se presenta como proteinas séricas. Estas proteinas son las que se
encuentran en disolucién cuando las caseinas precipitan. Tienen un contenido en
aminoacidos equilibrado. Las principales son a-lactoalbiminas, B-lactoglobulinas,
seroalbiminas e inmunoglobulinas. [1-4]

Hidratos de carbono

Respecto a los hidratos de carbono, el principal es la lactosa que suele presentarse
en torno al 5%. La lactosa es un disacarido formado por glucosa y galactosa. Tiene
un sabor dulce que queda enmascarado por la caseina en el caso de la leche. Uno
de los problemas de la lactosa es la existencia de personas intolerantes a la misma,
la cual les produce problemas gastricos. [1-4]

Materia grasa

La materia grasa de la leche tiene una gran importancia econémica, nutritiva y por
sus caracteristicas fisicas y organolépticas. Se presenta en la leche en forma de
glébulos de pequeno tamano (unas 3 o 4 micras de diametro de media) en
suspension. Un centimetro clbico de leche puede tener entre tres y cuatro mil
millones de glébulos de grasa. Cuando la leche esta en reposo estas pequenas
particulas se presentan como una capa de nata en la superficie.

Esta compuesta por triglicéridos, fosfolipidos y sustancias insaponificables. La
materia grasa que se presenta en mayor cantidad es triglicéridos, un 98%
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aproximadamente. Los fosfolipidos y las sustancias insaponificables se presentan en
menor medida, con un 0,8% y un 1% respectivamente. [1-4]

Minerales

Se presentan en una proporcion muy pequena en la leche, en torno al 1%, pero
juegan un papel importante en nuestra salud. Se suelen diferencia en
macroelementos y oligoelementos. Los macroelementos son los que se presentan
en mayor proporcion y son: calcio, sodio, magnesio, cloruros, fosfatos y citratos de
potasio. Los oligoelementos se presentan en cantidades muy bajas y suelen ser:
aluminio, zinc, manganeso, hierro y cobre. [1-4]

Vitaminas

Se presentan en pequena cantidad, pero son importantes en nuestra nutricion al ser
muy importante en nuestros procesos vitales. Ademas, al no ser producidas por
nuestro organismo tenemos que conseguirlas mediante los alimentos.

Se dividen en vitaminas liposolubles e hidrosolubles. Las vitaminas liposolubles que
encontramos en la leche son vitamina A, D, Ey Ky las hidrosolubles son vitamina B1,
B2, B6, B12y C). [1-4]

2.1.3. Propiedades fisico-quimicas

A continuacion, vamos a explicar cuales son los principales parametros fisico-
quimicos de la leche de vaca son los siguientes: [2]

e Punto de congelacion: entre -0,53 y -0,57°C (leche de vaca). Cuanto mas
aguada esté la leche mas se acercara a cero por lo que este dato nos puede
ayudar a determinar el agua que contiene.

e Punto de ebullicién: 100,17 °C (nivel del mar).

e Densidad: entre 1,0231y 1,0398 (leche de vaca).

e Viscosidad: entre 1.7 y 2.2 centipoises (leche entera). Depende sobre todo de
la materia grasa por lo que una leche desnatada tendra una viscosidad menor
(1,2¢cp)

e pH:entre 6,65y 6,71 (Leche de vaca). Puede variar facilmente.

e Acidez: 14-18 °D
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2.1.4. Clasificacion

La leche se puede clasificar de muchas formas atendiendo a distintos criterios: [5]

Segln su forma fisica

e Leche liguida: el tipo de leche mas comin. Como su propio nombre indica
esta leche se encuentra en estado liquido.

e Leche evaporada: es una leche en la cual se ha eliminado aproximadamente
un 60% de su agua mediante un proceso de pasteurizacion-homogenizacion-
evaporacion a vacio. A continuacion, es envasada, cerrada y esterilizada.

e Leche condensada: es una leche concentrada con azlcar y con una menor
concentracion de agua. Se calienta a 125°C, se la anade sacarosa y se
disuelve, se evapora al vacio y se enfria rapidamente. Se siembra de micro
cristales de lactosa y se envasa.

e Leche en polvo: es una leche deshidratada (contiene menos de 5% de agua).
Tiene bajo contenido en vitaminas y aminoacidos. Para su obtencion se
evapora la leche hasta que alcance una concentracion del 50% de soélidos.
Una vez hecho esto se deshidrata y granula.

Segun su contenido nutricional

e |eche entera: tiene intacto su contenido nutricional.

e |Leche semidesnatada: tiene menos cantidad de grasa que la leche entera y
mayor déficit de vitaminas liposolubles A, Dy E.

e Leche desnatada: no contiene grasa ni vitaminas liposolubles.

e Leche modificada: leche a la que se le elimina la grasa, la cual se sustituye
por aceites vegetales para mejorar la calidad tipica de la leche.

-8-
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e Leche enriguecida: leche desnatada a la que se le anaden nutrientes, como
calcio y vitaminas Ay D.

Segun su tratamiento térmico

e Leche cruda: leche sin ningln tratamiento térmico.

e Leche pasteurizada: leche a la que se la eliminan microorganismos
patdogenos, pero no los banales y puede cortarse. Para ello se calienta a 71-
72 °C durante 15 segundos 0 a 84-85 °C durante 2 segundos. Tiene una vida
mas de pocos dias y debe conservarse refrigerada. Tiene mas vitaminas que
la leche esterilizada y no tiene aditivos.

e Leche esterilizada: leche a la que se la aplica una coccion de 20 minutos a
115-120°C con el objetivo de destruir todo tipo de gérmenes.

e Leche UHT: leche a la que se la somete a una coccion de 25 segundos a 130-
140°Cy después es enfriada rapidamente a 32°C.
Es la mas comun de encontrar en el mercado, ya que puede conservarse a
temperatura ambiente en el tetrabrik durante 3-6 meses.
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2.2.  LENGUAS ELECTRONICAS

El continuo aumento de la demanda de productos alimenticios y la mejora continua
tecnolégica dentro de la industria de alimentos requiere de métodos cada vez mas
avanzados para el control de calidad de dichos productos. Hasta hace unos anos la
técnica principal para evaluar el gusto de las bebidas era mediante una cata,
compuesta por un conjunto de personas preparadas para dicha funcion al haber sido
entrenadas para poder evaluar una bebida de forma precisa y eficaz. Dicha técnica
tiene sus inconvenientes como sus altos costes y el tiempo necesario ya que requiere
de entrenamiento de expertos y una limitacion de nimero de catas al dia. Debido a
estas limitaciones y a la mejora tecnoldgica surgieron las técnicas de medicion
electronicas como son las lenguas electronicas (sabores) y las narices electronicas
(olores). Estas técnicas solucionan gran parte de los problemas de los métodos
descritos anteriormente. Son técnicas mas baratas y rapidas para obtener los datos
con mayor rapidez y asi poder corregir posibles problemas lo mas rapido posible, asi
como poder incorporarlos en una linea de produccion para tener un proceso continuo
debido a la posibilidad de hacerlo portatil y asi conseguir su implementacion total en
la industria que aportaria grandes beneficios en costes y control de calidad. [6]

Segun la naturaleza de la informacion los sensores se pueden clasificar en dos tipos:
fisicos (la informacion recibida es de tipo fisico, como temperatura o presion) y
guimicos (la informacién recibida es de tipo quimico, como pH o concentracion). [7]

Las lenguas electronicas, por lo general, estan compuestas por una red de sensores
quimicos que transmiten la informacion a un aparato electronico que interpreta las
senales obtenidas por los sensores para su posterior discriminacion con métodos de
analisis (PCA, PLS...). Para que la informacion obtenida sea adecuada es importante
que la red de sensores tenga reproducibilidad, estabilidad y selectividad cruzada en
la senal medida que mandan para su posterior analisis.

En nuestro caso, los sensores seran de tipo quimico o bioguimico. Un sensor quimico
coge la informacion de caracter quimico y la transforma en una senal analitica que
nos resulte valida en la siguiente etapa de la lengua electronica. Un sensor quimico
suele componerse de dos partes en serie: un receptor y un transductor. El receptor
es capaz de reconocer de manera selectiva un analito y produce una senal de tipo
eléctrico, 6ptico, térmico o masico y el transductor transforma estas senales en una
de tipo eléctrico mas facil de cuantificar o calificar. En un sensor bioquimico se mide
la reaccion de los organismos, en nuestro caso mediante enzimas insertadas en
alguno de los sensores utilizados. Se compone, al igual que los quimicos, de un
componente quimico, al cual se anade otro compuesto biologico como pueden ser
enzimas para que pueda haber una interaccion entre ambas. [8, 9] mejorando la
especificidad del sensor.
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Los tipos de sensores quimicos mas importantes son los siguientes:

e Sensores potenciométricos: adquieren la informacion a través de cambios en
el potencial eléctrico. Necesita un electrodo de trabajo y uno de referencia.

e Sensores voltamétricos: adquieren la informacion a través de cambios en la
corriente al variar el potencial eléctrico. Precisa de un electrodo de trabajo,
un electrodo de referencia y un contraelectrodo.

e Sensores amperométricos: adquieren la informacion a través de la medida de
intensidad de corriente en una reaccion de reduccion u oxidacion a potencial
constante.

2.2.1. Sensores potenciométricos

Los sensores potenciométricos consiguen informacion a través de cambios en el
potencial eléctrico entre una solucion y la superficie del sensor. La solucion contiene
iones gue son los que crean la diferencia de potencial con el sensor. Las medidas
obtenidas se realizan a circuito abierto (I=0A) y se obtiene la diferencia de potencial
entre un electrodo de referencia y el electrodo de trabajo. Gracias a la ecuacion de
Nerst podemos relacionar la concentracion de analito en la solucion con la diferencia
de potencial. [9]

E=E°—ﬂ-ln(Q)
nkF

E = potencial corregido del electrodo
E°® = potencial en condiciones estandar
R = cte de los gases

T = temperatura

n = numero de moles

F = cte de Faraday

Q = cociente reaccion correspondiente
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||\ ||| POTENCIOMETRD

Figura 1. Esquema funcionamiento sensores potenciométricos

Los tres componentes de este sistema de medicion son el electrodo de trabajo (WE),
el electrodo de referencia (RE) y el aparato de medicion. [9]

En nuestro caso el aparto de medicion se llamado Datalogger, que es un dispositivo
electronico conectado a un ordenador y al que se conectan los sensores, dandonos
los valores de diferencia de potencial que se registran durante un periodo de tiempo.

El electrodo de trabajo (WE) en nuestro caso sera un electrodo selectivo a iones,
compuesto por membranas a base de policloruro de vinilo (PVC) y un plastificante y
aditivos organicos, del cual hablaremos en apartados posteriores.

Como electrodo de referencia (RE) usaremos uno de Ag/AgCl comercial. Este
electrodo debe tener potencial conocido, para que no varie segln la disolucion
medida. Nuestro electrodo esta compuesto por un hilo de plata en una disolucién de
cloruro de plata (AgCl), alojado en una disolucion de KCI 0.1M.

2.2.2. Sensores voltamétricos

Los sensores voltamétricos consiguen la informacion a través de la intensidad de
corriente obtenido al variar el potencial eléctrico suministrado sobre el electrodo de
trabajo (WE).

Estan compuestos por un electrodo de trabajo (WE), un electrodo de referencia (RE)
y un electrodo auxiliar (AE) o contraelectrodo. El electrodo de trabajo (WE) es un
electrodo sobre el que se aplica un potencial que va variando con el tiempo. El
electrodo de referencia (RE) tiene un potencial conocido que es tomado como
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referencia para calcular la diferencia de potencial que iremos variando. El electrodo
auxiliar (AE) se utiliza para cerrar el circuito. [10]

En nuestro caso usaremos unos electrodos voltamétricos comerciales en los cuales
el electrodo de referencia sera de carbono, el auxiliar sera de plata y el de trabajo
variara en funcion del tipo de electrodo que usaremos para medir. Esta informacion
sera especificada mas adelante para cada uno de ellos.

La técnica usada principalmente con estos sensores es la voltametria ciclica (CV).
Esta técnica electroquimica se basa en la variacion de la intensidad de corriente en
un barrido de potencial. En nuestro caso el potencial varia segin una funcion
triangular, con una primera zona en la que el potencial aumenta de forma lineal
desde un potencial minimo hasta un potencial maximo, llamada barrido directo y una
segunda zona en la que el potencial disminuye de forma lineal desde el potencial
maximo al minimo, llamada barrido inverso. [10, 11]

V2t — — —

Bamido direcin Bermidn inverss

t(s)

1;;1_________\,

Figura 2. Variacién potencial triangular CV

La respuesta que obtenemos al aplicar esta variacion del potencial en el tiempo en
una grafica I=f(E) que nos dara la informacion que necesitamos, ya sea con valores
numéricos o con la forma obtenida (subidas, bajadas, picos, etc). Este grafico se
denomina voltamograma. En la forma de la respuesta se pueden ver dos ramas, una
debida al barrido directo que llamaremos rama de oxidacion y la debida al barrido
inverso que llamaremos rama de reduccion.
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Figura 3. Ramas de oxidacién y reduccion

2.2.3. Sensores impedimétricos

Los sensores impedimétricos son un tipo de sensor electroquimico cuya respuesta
se basa en la espectroscopia de impedancias. La espectroscopia de impedancia es
una técnica que se empezo a utilizar en los anos setenta y sirve para caracterizar las
propiedades eléctricas de los materiales y en nuestro caso de las superficies
modificadas de los electrodos, asi como para la investigacion electroquimica de
sistemas y procesos. Su existencia se debe a la aparicion de circuitos electrénicos
suficientemente rapidos y sensibles para generar y analizar una senal de frecuencia
y fase variable. Requiere la aplicacion de una pequena perturbacion, por lo general,
sinusoidal, de potencial eléctrico de frecuencia variable (normalmente de 100kHz a
0,1 Hz) al material estudiado y a la respuesta en corriente dentro de una celda
electroquimica. [26, 27]

La impedancia es el cociente entre el potencial aplicado y la intensidad de corriente
a la salida. En muchos materiales las impedancias varian con la frecuencia del
potencial aplicada en relacion con las propiedades del material, lo que nos permite
su caracterizacion. En base a esto, si se consigue una medicion adecuada de
impedancias a través de un rango de frecuencias apropiado, se obtienen unos datos
que, representados en unos ejes acorde a esos datos, permiten relacionar estos
resultados con las propiedades fisicas y quimicas del material. A partir de las
mediciones de desfase y de amplitud de la respuesta, es posible obtener la
impedancia de transferencia electroquimica del material estudiado (Z*).
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_Ey  Eyrsen(w-t) sen(w - t)
I, Iy-sen(w-t+¢@) °

zZ* :
sen(w-t+ @)

E, = potencial

I, = intensidad

w = frecuencia

¢ = desfase

Para la representacion de estos resultados se usan: [26]

e Diagrama de Nyquist: se representa la parte imaginaria cambiada de signo (-
Z"’), respecto a la parte real (Z'). De este diagrama se obtiene la forma del
espectro del material.

e Diagramas de Bode: se representa el logaritmo del modulo de la impedancia
(log|Z]) y el desfase (@), respecto al logaritmo de la frecuencia (log w). De
estos diagramas se obtiene el comportamiento del material en funcién de la
frecuencia.

La instrumentacion electronica necesaria para obtener resultados se compone de un
generador/analizador de funciones (conocido como FRA por sus siglas en inglés
“Frequency Response Analyser” o “lock-in amplifier”), el cual nos permite analizar o
aplicar senales sinusoidales en un amplio rango de frecuencias a un potenciostato,
un potenciostato, el cual aplica la senal sinusoidal correspondiente al electrodo de
trabajo en una celda electroquimica, un analizador de funciones digital, el cual
recoge la respuesta medida por el potenciostato y determina la respuesta de
impedancia y angulo de fase correspondientes a cada frecuencia analizada. Y
finalmente, un ordenador, que se encarga de almacenar la informacion obtenida.

En cuanto a las ventajas de esta técnica cabe destacar que las mediciones pueden
llevarse a cabo en estado estacionario u otra condicion especifica, se pueden
determinar todos los parametros con un solo experimento, el sistema puede ser
tratado como lineal, su sencillez para conseguir su automatizacion, su elevada
precision, que es una técnica no destructiva al aplicarla en condiciones de equilibrio,
permite realizar medidas con electrolitos de baja conductividad, es posible verificar
los modelos de reaccion y se pueden caracterizar las propiedades del medio y de la
interfase en todo tipo de materiales. Por el contrario, esta técnica tiene sus
limitaciones. La mas importante es el tiempo necesario para realizar el experimento,
sobre todo a bajas frecuencias. Esto es debido a que el barrido de frecuencias
requiere de la estabilidad del sistema antes de tomar la medida, lo que hace que, a
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frecuencias bajas, las mediciones sean mucho mas lentas y aumenten la duracion
del ensayo. [26, 27 ,28]
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2.3. SENSORES POTENCIOMETRICOS

2.3.1. Membranas

Las membranas usadas estan compuestas por un plastificante, un aditivo y una base

de PVC de alto peso molecular.

Los plastificantes utilizados son los siguientes: [12]

Trabajo Fin de Grado

Nombre Compuesto Férmula quimica
B BIS(1-BUTYLPENTYL)ADIPATE Cp4Hy60,
C TRIS(2-ETHYLHEXYL)PHOSPHATE Cy4H5104P
D DIBUTYL SEBACATE CigH340,
E 2-NITROPHENYL-OCTYLETHER CiaHy1NO;
F DIOCTYL PHENYLPHOSPHONATE CppHz903P

Tabla 2. Compuestos plastificantes

Y los aditivos utilizados son los siguientes: [12]

Nombre Compuesto Férmula quimica
1 OCTADECYLAMINE CigH3oN
3 OLEYL ALCOHOL C1gH360
5 TRIDODECYLMETHYLAMMONIUM CHLORIDE C37H,gCIN
6 OLEIC ACID CigH340,

Tabla 3. Compuestos aditivos
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Trabajo Fin de Grado

A continuacion, se muestra la composicion de cada una de las 20 membranas con

los valores pesados de cada uno de los compuestos:

P
S

© 0 ~NO®»ODWN L

MEMBRANA
1B
1C
1D
1E
1F
3B
3C
3D
3E
3F
5B
5C
5D
5E
5F
6B
6C
6D
6E
6F

PVC (g)
0,0117
0,0115
0,0130
0,0121
0,0119
0,0170
0,0122
0,0150
0,0140
0,0142
0,0118
0,0112
0,0116
0,0118
0,0120
0,0150
0,0128
0,0135
0,0135
0,0150

ADITIVO (g)
0,2522
0,2836
0,2630
0,2573
0,2610
0,2620
0,2670
0,2583
0,2620
0,2581
0,2630
0,2750
0,2607
0,2527
0,2517
0,2633
0,2618
0,2630
0,2516
0,2544

PLASTIFICANTE(g)
0,1278
0,1283
0,1278
0,1270
0,1274
0,1283
0,1282
0,1284
0,1291
0,1275
0,1278
0,1281
0,1276
0,1281
0,1277
0,1280
0,1286
0,1278
0,1278
0,1279

%PVC
2,98698
2,71611
3,21942
3,05247
297277
4,17383
2,99460
3,73413
3,45594
3,55178
2,93095
2,70336
2,90073
3,00560
3,06592
3,69185
3,17460
3,33193
3,42862
3,77548

%ADITIVO
64,38601
66,98158
65,13125
64,90918
65,20110
64,32605
65,53756
64,30172
64,67539
64,55728
65,32538
66,37702
65,19130
64,36577
64,30761
64,80433
64,93056
65,05553
64,04154
64,03222

%PLASTIFICANTE
32,62701
30,30231
31,64933
32,03835
31,82613
31,50012
31,46784
31,96415
31,86867
31,89095
31,74367
30,91962
31,90798
32,62863
32,62647
31,50381
31,89484
31,61254
32,52984
32,19230

Tabla 4. Composicion (en masa y porcentaje total) de cada una de las membranas
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2.4. SENSORES VOLTAMETRICOS
2.4.1. Tipos de sensores

Como sensores voltamétricos se han usado varios tipos de sensores comerciales de
la marca Dropsens todos ellos de base carbono alguno sin modificar y modificados
con diversas sustancias electrocataliticas. Los electrodos que se han usado para
realizar los experimentos son los siguientes: [18]

Counter
Working  Efectrode <

Electrode @ .

N

C.E.

connection Reference

Electrode

W.E,
connection

R.E.
connection

Figura 4. SPE (Screen printed electrode) de Dropsens

e 110:setrata de un sensor compuesto por un electrodo de referencia de plata,
un electrodo auxiliar de carbono y un electrodo de trabajo de carbono sin
modificar.

e 710:setrata de un sensor compuesto por un electrodo de referencia de plata,
un electrodo auxiliar de carbono y un electrodo de trabajo de carbono
modificado con azul de Prusia.

e 110Ni: se trata de un sensor compuesto por un electrodo de referencia de
plata, un electrodo auxiliar de carbono y un electrodo de trabajo de carbono
modificado con 6xido de niquel (NiO).

e 110PAN:i: se trata de un sensor compuesto por un electrodo de referencia de
plata, un electrodo auxiliar de carbono y un electrodo de trabajo de carbono
modificado con polianilina (PANI).
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e 110GNP: se trata de un sensor compuesto por un electrodo de referencia de
plata, un electrodo auxiliar de carbono y un electrodo de trabajo de carbono
modificado con nanoparticulas de oro (AuNPs).

e 110SWCNT: se trata de un sensor compuesto por un electrodo de referencia
de plata, un electrodo auxiliar de carbono y un electrodo de trabajo de
carbono modificado con nanotubos de carbono.

e LACT10: se trata de un sensor compuesto por un electrodo de referencia de
plata, un electrodo auxiliar de carbono y un electrodo de trabajo de carbono
modificado con ferrocianuro y lactato oxidasa.

e GLU10: se trata de un sensor compuesto por un electrodo de referencia de
plata, un electrodo auxiliar de carbono y un electrodo de trabajo de carbono
modificado con ferrocianuro y glucosa oxidasa.
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2.5. SENSORES IMPEDIMETRICOS INTERDIGITADOS

Los sensores impedimétricos interdigitados usados para las medidas de este trabajo
son comerciales de la marca MICRUX TECNOLOGIES. Los electrodos utilizados los
podemos clasificar atendiendo a varios criterios. En primer lugar, segin el material
del que estan hechos, que los podemos dividir entre los hechos de Pt (platino) y los
de Au (oro), lo que nos dara la diferencia entre los electrodos de ambos materiales
en dichos electrodos. En segundo lugar, segin su configuracion los podemos dividir
entre electrodos interdigitados simples (IDE), que consisten en dos arrays de
electrodos independientes (WE1 y WE2) y en arrays de electrodos (IDA), que estan
compuestos por cuatro electrodos, dos de trabajo (WE1 y WE2), uno de referencia
(RE) y otro auxiliar (AE) integrados. A continuacion, se muestra la configuracion de
ambos tipos (IDE e IDA) en donde se muestra la zona donde colocar la gota del analito
y las zonas en las que hacer el contacto con los pines de la celda para asi poder
conectar los electrodos a un potenciostato.

WE1 WEZ

WET pad WE2 pad

Figura 5. IDE (identificacion de cada electrodo (izda) y ampliacién de la zona de la gota (dcha))

RE ——] — A

WE1 — —— WE2

RE pad \\

WE1 pad

AE pad

WE2 pad

WE1 WEe

Figura 6. IDE (identificacion de cada electrodo (izda) y ampliacion de la zona de la gota (dcha))
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Figura 7. Celda para la conexion de los electrodos a cualquier potenciostato comercial

Por Gltimo, dentro de todos los tipos de sensores que tenemos podemos hacer otra
subdivision debida al ancho de los electrodos y a la separacion entre ellos para asi
ver la influencia de esta caracteristica en las medidas obtenidas. Dentro de los
electrodos IDE tenemos los IDE 1 (10 um ancho electrodos / 10 ym distancia entre
electrodos), IDE2 (10 ym /5 um) e IDE3 (5 um / 5 um). Dentro de los electrodos IDA
tenemos los IDA1 (10 um / 10 um), IDA5 (10 um / 5 ym) e IDAG (5 um / 5 um). Todos
estos tipos los tenemos tanto en su version en platino (Pt) como en oro (Au).

2.6. ANALISIS ESTADISTICOS MULTIVARIANTE

Los resultados obtenidos con los sensores potenciométricos y voltamétricos en las
lenguas electronicas comprenden un conjunto de datos muy extenso. Por ellos,
tenemos que tratar estos datos de forma estadistica con técnicas multivariantes
para disminuir el nGmero de datos obtenidos, combinarlos para conseguir variables
con la mayor cantidad posible de informacion y poder sacar conclusiones adecuadas.

Los analisis estadisticos multivariantes mas comunes son los que discriminan entre
las muestras analizadas, como el analisis de componentes principales (PCA), y los
que realizan modelos de prediccion que para correlacionar los datos obtenidos con
los analisis quimicos obtenidos, en nuestro caso, de las leches, como es el analisis
de minimos cuadrados parciales (PLS), con el primero seremos capaces de
discriminar entre las diferentes muestras y con el segundo pretendemos conseguir
extraer los datos quimicos una vez que tengamos un modelo suficientemente
entrenado.
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2.6.1. Analisis de componentes principales (PCA)

El analisis de componentes principales reduce el nimero de variables originales que
estan interrelacionadas a un conjunto menor de nuevas variables, llamadas
componentes principales, de tal modo que no se pierda cantidad de informacion al
reducir el nUmero de variables en el proceso. Las componentes principales son
independientes entre si y se obtienen de la combinaciéon lineal de las variables
originales. El objetivo es disminuir el nUmero de variables y no perder informacion de
los datos iniciales para lo que hay que conseguir unas correlaciones optimas. Las
componentes principales se ordenan entre si por la cantidad de varianza que
representan (PC1, PC2, PC3, etc), siendo la componente PC1, la que mayor
informacion aporta seguida por la PC2 y asi, sucesivamente. [15]

2.6.2. Minimos cuadrados parciales (PLS)

La regresion por minimos cuadrados establece modelos de prediccion a partir de las
respuestas obtenidas del analisis instrumental y los parametros quimicos obtenidos
de los analisis quimicos correspondientes (variables X e Y respectivamente). El
analisis PLS modela las variables X e Y para encontrar las variables latentes en X que
mejor predicen las variables latentes en Y. Los resultados obtenidos se deben al
ajuste de todos los datos, mientras que en la validacién se comprueba el nivel de
ajuste para nuevos datos. [15]
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1. EQUIPOS UTILIZADOS

Para el desarrollo de este trabajo se han utilizado los siguientes equipos:

3.1.1. Sensor voltamétrico

Para la toma de datos dentro de los sensores voltamétricos se ha usado el siguiente

equipo:

e DROPSENS PORTABLE BIPOTENTIOSTAT / GALVANOSTAT uSTAT 400

Figura 8. Bipotenciostato/galvanostato portatil de Dropsens

Dicho equipo se ha usado para la toma de datos de nuestros SPCE y su
posterior visualizacion en un ordenador mediante una toma USB

3.1.2. Sensor potenciométrico

Para la preparacion de las membranas y la toma de datos dentro de los sensores
potenciométricos se han usado los siguientes equipos:
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e MICROBALANZA PRECISA 125A

Figura 9. Microbalanza precisa 125A

Se ha usado para el pesado de los componentes de los que estan elaboradas
las membranas usadas en el sensor potenciométrico.

e |KAVORTEX GENIUS 3

Figura 10. IKA vortex Genius 3

Agitador vortex usado para la homogeneizacion de las membranas durante su
elaboracion.
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e AGITADOR IKA COLOR SQUID

Figura 11. Agitador IKA color squid

Agitador magnético usado para la agitacion de las leches para su

homogeneizacion como paso previo a la toma de datos de las membranas del
sensor.

e DATALOGGER 34972A LXI DATA ACQUISITION

AV KEYSIGHT 34972 Lxabate Acauistion /Switeh Uit

MV
y A .

Figura 12. Datalogger 3497 2A LXI data adquisition

Datalogger usado para la toma de medidas de los sensores potenciométricos.
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3.1.3. Sensor impedimétrico

e CELDA ELECTROQUIMICA DROP-CELL MICRUX

Figura 13. Celda electroquimica

Celda para electrodos thin-film compatible con cualquier potenciostato
comercial. Recomendada para estudios electroquimicos en estado
estacionario. Se ha usado para medir los electrodos del sensor impedimétrico.

e POTENCIOSTATO/GALVANOSTATO MODEL 273A

L !

Figura 14. Potenciostato/galvénostato 273A

Potenciostato/galvanostato asociado a Analizador de Impedancias que se ha
usado para la toma de medidas impedimétricas de los sensores. Se conecta
mediante cables a la celda electroquimica de la figura 13.
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3.2. LECHES UTILIZADAS

Para la realizacion de los experimentos realizados en este TFG hemos contado con
un amplio catalogo de leches proporcionadas por leche Pascual con sus respectivos
analisis quimicos para poder discriminar datos mediante el tratamiento estadistico
de los datos. A continuacion, se muestra el catalogo de leche Pascual usado: [17]

3.2.1. Leches clasicas

Figura 15. Leches clasicas Pascual

Leche desnatada, semidesnatada y entera de leche Pascual de su catalogo de leches
clasicas

3.2.2. Leches sin lactosa

Figura 16. Leches sin lactosa Pascual

Leche desnatada, semidesnatada y entera de leche Pascual de su catalogo de leches
sin lactosa ideal para las personas intolerantes a la lactosa
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3.2.3. Leches con calcio

P | P | IScuc
Eﬂsc ual E:lsc_ ual Easc ual
LECHE

CALCIO

VITAMINA D

Figura 17. Leches con calcio Pascual

Leche desnatada, semidesnatada y entera de leche Pascual de su catalogo de leches
con calcio que aporta un extra en calcio y vitamina D

3.2.4. Leches con acido félico

P o =] i ‘o

Figura 18. Leches con acido félico Pascual

Leche desnatada, semidesnatada y entera de leche Pascual de su catalogo de leches
flora con aceites vegetales ricos en insaturados
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3.2.5. Leche pro-activa

(o)
pro-activ

colesterol

Ve
35
Se.

Figura 19. Leche pro-activa Pascual

Leche semidesnatada de leche Pascual de su catalogo de leches flora especifica
para reducir el colesterol gracias a su contenido en esteroles vegetales.
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3.3. SENSORES VOLTAMETRICOS

3.3.1. Sensor voltamétrico

Como mencionamos anteriormente los electrodos voltamétricos usados son
comerciales de la marca Dropsens. En concreto, dentro de su catalogo se incluyen
entre los SPEs (Screen-printed electrodes) y mas concretamente SPEs de carbono,
tanto sin modificar (110) como modificados (710, 110Ni, 110PANI, 110GNP,
110SWCNT, LACT10, GLU10).

Para poder hacer la toma de medidas disponemos de un conector de SPEs (DRP-
DSC-70211) y un bipotenciostato-galvanostato portatil (uStat400) que va conectado
a un ordenador, ambos de la marca Dropsens.

3.3.2. Toma de medidas

Para realizar la toma de medidas voltamétricas de los electrodos lo primero que
realizamos fueron las conexiones tanto del bipotenciostato-galvanostato portatil
como del conector de SPEs. Para ello se conectan ambos equipos mediante cableado
desde las correspondientes tomas del conector de SPEs (Referencia, Contra-
electrodo y de Trabajo) al bipotenciostato-galvanostato y de este ultimo a un
ordenador mediante cable USB.

Una vez conectado todo pasamos a colocar el electrodo en la ranura del conector y
nos aseguramos de que el contacto era correcto. A continuacion, pasamos a la
deposicion de la muestra sobre el electrodo. Las muestras de leche utilizadas se
dividieron segln su contenido en dos tipos, leche puray leche diluida al 50% en agua
Mili-Q, quedandonos con el primer tipo debido a que era el que nos proporciono
mejores resultados en la toma de datos. Mediante una micropipeta depositamos una
gota de unos 60uL en el electrodo, asegurandonos de cubrir todo correctamente.

El ultimo paso fue configurar los parametros del programa para la toma de medidas
como se muestra a continuacion.
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Method  Curves Measurements

Cyclic Voltammetry

[ ]Leave cell an [ ] Bipotentiostat

Pretreatment

Econd {V): toond (s):
ca 0 e
tequil (s):

Measurement

Ebegin (V): Srate (V/=):
eyt O
Evtx2 (V):
Estep (V)

Current range

Chi: | Auto e | Auto

Figura 20. Parametros VC del programa

Se trata de hacer una voltametria ciclica entre -1V y 1V a una velocidad de 100mV/s
para un total de 10 ciclos.
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3.4. SENSORES POTENCIOMETRICOS

3.4.1. Lengua potenciométrica

La lengua potenciométrica utilizada para la toma de medidas ha sido desarrollada y
construida dentro del grupo de investigacion El proceso de preparacion de la lengua
potenciométrica es el siguiente:

En primer lugar, se construy0 el soporte sobre el que mas adelante se depositaran
las membranas. Dicho soporte se realizd a partir de un tubo cilindrico de metacrilato
de 108mm de alto y 20mm de diametro. Sobre dicho tubo se realizaron 4 filas con 5
taladros de 5mm de diametro no pasantes con una pequena perforacion pasante
con el objetivo de insertar un cable en dicha perforacion. Este cable sera el
encargado de transmitir las sefales al aparato de medida. Una vez hecho esto, se
pasd a numerar cada uno de los cables, en total 20, y se soldaron a un conector
hembra/macho de 25 pines. La numeracion se realizd para asi poder ordenar
correctamente todos los cables y soldarlos al pin correcto de tal forma que las
medidas aparezcan con el mismo orden que las membranas a las que estan
asociados. Seguidamente se introdujeron por el interior del tubo de metacrilato hasta
su correspondiente perforacion y se pegaron con Loctite. Una vez nos cercioramos
de que estan bien fijados, se cerr6 el tubo de metacrilato por su parte inferior
mediante una tapa y se humedecio con cloroformo para que se adhiriera. El siguiente
paso fue colocar resina epoxi de plata E4110 10Z para rellenar los taladros
realizados en el tubo y asi mejorar todavia mas la fijacion del cable a la vez que se le
aporta conductividad. La resina de plata E4110 10Z se obtuvo de la mezcla de dos
compuestos (parte A y parte B) en una proporcion 1/10 sobre una lamina de
metacrilato fino. Posteriormente se introdujo el tubo en el horno para el curado de la
resina epoxi. Tras el curado en el horno se procedio a limar la resina epoxi sobrante
en los taladros y se dejo la resina con una forma concava para facilitar la colocacion
de las membranas. Una vez acabado el soporte pasamos al siguiente paso, la
deposicion de las membranas. Para ello, se han utilizado 20 membranas con
diferentes combinaciones de plastificante y aditivos organicos (Tabla 6), con base de
PVC de alto peso molecular. Para la preparacion de dichas membranas se pesan las
cantidades indicadas de cada uno de los componentes (variables segln la
membrana). Una vez pesados se homogenizan en un tubo eppendorf. Como entre
los distintos componentes hay algunos liquidos y otros sélidos, se disolvieron en
pequenas cantidades de tetrahidrofurano has que actia como disolvente para
obtener una textura adecuada en cada una de las membranas. Una vez hecho esto
se guardan en un lugar refrigerado a una temperatura adecuada para su
conservacion para una posterior utilizacion.
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Figura 21. Soporte y membranas lengua potenciométrica

Para el proceso de deposicion de las membranas sobre él se siguieron los siguientes
pasos:

- Se limpiaron los soportes con alcohol, prestando especial atencion en las zonas con
resina epoxi que es donde se depositaran las membranas y se paso6 el sensor por
agua desionizada.

-Se depositd una pequena capa de laca de plata para cubrir los orificios donde van
las membranas para asi mejor la superficie conductora entre la membranay el cable,
y se dej6 secar durante unos 30 minutos.

-Se prepararon las membranas, ahadiendo alguna gota de tetrahidrofurano en caso
de necesitarlo hasta conseguir una textura 6ptima para depositar en forma de gotas.
Para ello se utilizaron pipetas Pasteur (una por membrana para evitar
contaminacion).

-Se coloco el sensor en una posicion optima para depositar las membranas en la
primera fila y se deposité una gota de cada tipo de membrana sobre la laca de plata
y se esperd 10 minutos. Una vez transcurrido el tiempo para dejar que se sequen se
depositdé una segunda gota de cada tipo y se volvidé a esperar otros 10 minutos
aproximadamente. A continuacion, se coloc6é una tercera gota de cada tipo y se
dejaron secar durante aproximadamente 30 minutos. Pasado este tiempo de secado
se gird el tubo hasta conseguir una posicion 6ptima para depositar las membranas
en la siguiente fila, siguiendo otra vez las instrucciones mencionadas para la primera
fila y asi con las 4 filas hasta depositar las 20 membranas sobre el sensor.

-Una vez se han colocado todas las membranas, se dejaron una noche secando y
después se introdujeron durante 3 o 4 dias en una disoluciéon de KCI 0,1M para
hidratarlas antes de proceder a la medida de las leches.
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3.4.2. Toma de medidas

Para la toma de medidas potenciométricas se han usado dos lenguas
potenciométricas iguales a la misma altura para conseguir dos medidas similares y
doblar datos para corroborar la repetitividad de las medidas, asi como conseguir una
muestra valida en caso de que, por cualquier circunstancia, alguna de las
membranas deje de funcionar o funcione de forma incorrecta.

Figura 22. Soporte de medicion con dos lenguas potenciométricas

El proceso por el cual se han tomado las medidas ha sido el siguiente:

-Depositamos la muestra de leche en un vaso de precipitados de 250ml hasta una
altura que permita cubrir en su totalidad las membranas del sensor potenciométrico.
Dicha muestra de leche se ha realizado con cada tipo de leche proporcionada de
forma pura y diluida en agua Mili-Q en una proporcion de 50%, quedandonos para
los resultados posteriores con las muestras que mejores resultados nos han dado,
en este caso las de leche diluida al 50% en agua Mili-Q, la grasa de las muestras
puras se adhiere al sensor € interfiere en la senal.

-Colocamos el vaso de precipitados encima de un agitador.

-Introducimos el sensor compuesto por dos lenguas potenciométricas en el vaso de
precipitados con la muestra de leche y lo sujetamos mediante unas pinzas.

-Conectamos el sensor potenciométrico al aparato de toma de medidas, en este caso
el Datalogger mediante dos conectores (hembra y macho respectivamente) de 25
pines
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-Introducimos el electrodo de referencia en la muestra de leche para darnos un valor
referencia de potencial con el que comparar las medidas de las membranas.
Seguidamente lo conectamos al Datalogger mediante unas pinzas conectadas a la
carcasa de los conectores del sensor potenciométrico.

-La muestra de leche se agita durante aproximadamente 1 minuto mediante el
agitador colocado para tal efecto antes de proceder a la toma de medidas.

-Una vez comprobado que todo esta debidamente conectado encendemos el
Datalogger y empezamos a tomar las medidas. Las medidas se realizaron en
intervalos de 3 segundos durante un total de 5 minutos. Se ha determinado que la
toma de datos sera de 5 minutos para que se puedan estabilizar las medidas y nos
den unos valores de diferencia de potencial mas exactos, quedandonos con los
Gltimos datos medidos para su posterior analisis.
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3.5. SENSORES IMPEDIMETRICOS

Los sensores impedimétricos interdigitados usados, como comentamos en
apartados anteriores son de la marca Micrux Tecnologies. Para estos sensores
vamos a utilizar la espectroscopia de impedancias para conseguir discriminar entre
las distintas leches que vamos a medir. Los electrodos utilizados los dividiremos
segln el material del que estan hechos, Pt (platino) y Au (oro), segln su configuracion
que los dividiremos entre electrodos interdigitados simples (IDE) y en arrays de
electrodos (IDA), segln el ancho de electrodo, entre 5y 10 um y segln la distancia
entre electrodos, entre 5y 10 uym.

Para llevar a cabo el ensayo de impedancias utilizaremos un analizador de
impedancias marca Solartron, conectado a la celda de medida mediante pinzas de
cocodrilo. En dicha celda, de la marca Micrux Tecnologies, colocaremos los citados
sensores. Para la visualizacion de los datos obtenidos usaremos el programa ZView,
un programa de adquisicion de datos electroquimicos y analisis de espectroscopia
de impedancias.

Para la toma de datos, hemos colocado una gota sobre los sensores, dejando unos
2min para que se estabilizara la muestra antes de tomar las medidas. Una vez
pasado este tiempo hemos pasado a la realizacion del barrido de frecuencias para
la obtencion de los datos.

Después de hacer multiples pruebas sin activar los sensores y activandoles para
mejorar su respuesta observamos que no se notaban diferencias entre las muestras,
no pudiendo distinguir si las pequenas diferencias eran debidas a las distintas leches
0 a errores de reproducibilidad o repetibilidad. En la figura 14 se muestra un ejemplo
de los diagramas de Bode obtenidos en una de estas pruebas. En este caso las
medidas estan tomadas con muestras de leche clasica desnatada, semidesnataday
entera sin diluir y sensores IDE1 de Pt. Se han realizado pruebas con otros sensores
impedimétricos, cambiando la concentracion de leche diluyéndola en agua mili-Q,
diluyendo en ferro-ferri para potenciar la medida de las impedancias y hemos
obtenido las mismas respuestas.

Después de todas estas medidas se ha llegado a la conclusion que estos sensores
con los procedimientos que hemos usado no consiguen discriminar entre las
diferentes leches y requieren de un estudio en mayor profundidad. Hemos concluido
que una de las causas mas probables del mal funcionamiento de los sensores con
la leche puede ser la grasa. Estos sensores son de un tamano muy pequeno y muy
delicados y al usar muestras de leche, estos quedan manchados muy facilmente con
la grasa contenida en la leche, siendo muy complicado quitar las manchas de grasa,
por lo que cabe la posibilidad que esta grasa altere la capacidad del sensor para
discriminar. No obstante, y como desarrollaremos en el apartado de posibilidades
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futuras mas adelante, esta opcion la dejaremos planteada para realizar mas
adelante en otro trabajo.

10°

—— Desnatada 100% (1).z
—— Semi100% (1).z
—— Entera 100% (1)z

10°

IZ|

1[}2 1 1 |||||||‘ I Lol 1 1 ||||||_
10° 10° 10° 10°
Frequency (Hz)

0 1 Lol I Lol 1 [ B | |
10° 10° 10° 10°
Frequency (Hz)

Figura 23. Diagramas de Bode de leche clasica con sensores impedimétricos interdigitados
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CAPITULO 4: RESULTADOS
EXPERIMENTALES
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4. RESULTADOS EXPERIMENTALES

4.1. SENSORES POTENCIOMETRICOS

4.1.1. Reproducibilidad

En primer lugar, se hicieron pruebas de reproducibilidad y repetibilidad de los
sensores potenciométricos para determinar la Vviabilidad de la lengua
potenciométrica y comprobar que los resultados de dicho experimento podrian ser
representativos del analito. A continuacion, se muestran las pruebas de repetibilidad
de dos tipos de leche medidas como muestras representativas.

Reproducibilidad leche desnatada clasica
0,12 ——1
0,1 2
0,08
3
0,06
4
0,04 T T T 1
0 5 10 15 20 TS
Figura 24. Gréafica reproducibilidad de la leche desnatada clasica
Reproducibilidad leche entera acido félico
0,12 ——1
0,1 2
0,08
3
0,06
4
0,04 T T T T
0 5 10 15 20 =5

Figura 25. Grafica reproducibilidad de la leche entera con acido félico

Como podemos observar se han hecho cinco experimentos bajo las mismas
condiciones (para cada tipo de leche). Como podemos comprobar la reproducibilidad
es buena y vemos como hay diferencias minimas entre cada una de las 5 medidas.
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Una vez comprobado y dado por bueno este aspecto pasamos a la toma de datos

definitiva de todas las leches.

4.1.2. Comparativa entre leches de la misma clase

La primera comparativa que vamos a hacer sera entre leches de la misma clase
(entendemos por clase las agrupaciones que hace leche Pascual dentro de su
catalogo de leches). Por lo tanto, veremos la diferencia en las medidas de nuestro
sensor potenciométrico de la leche desnatada, semidesnatada y entera de cada
clase, eliminando la de la leche pro-activa colesterol por tener solo la version

semidesnatada.

Los resultados fueron los siguientes:

Leches clasicas

0,14

0,12

01 +—/\

0,08 —

0,06

0,04 \ \

0 5 10

Desnatada
Semidesnatada

Entera

Figura 26. Comparativa leches clasicas con el sensor potenciométrico
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Leches enriquecidas con calcio

0,12
0,11

0,1
0,09
0,08
0,07
0,06
0,05

0,04 T T T T |
0 5 10 15 20 25

—o— Desnatada

——Semidesnatada

Entera

Figura 27. Comparativa leches con calcio con el sensor potenciométrico

Leches sin lactosa

0,12
0,11

0,1
0,09
0,08
0,07
0,06
0,05

0,04 T T T T |
0 5 10 15 20 25

| - 1 ——o— Desnatada

——Semidesnatada

[\

Entera

Figura 28. Comparativa sin lactosa con el sensor potenciométrico
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Leches eriquecidas con acido félico

0,12

0,11

0,1

0,09
—o— Desnatada

0,08 .
——Semidesnatada

0,07
Entera

0,06

0,05

0,04 T T T T |
0 5 10 15 20 25

Figura 29. Comparativa leches con acido félico con el sensor potenciométrico

Los resultados muestran que las membranas son capaces de distinguir entre las
diferentes variedades en funcion de su contenido graso si bien es en el caso de las
leches modificasdas donde las diferencias entre los tres contenidos grasos son mas
significativas,

4.1.3. Comparativa entre leches del mismo tipo

La siguiente comparativa sera entre leches del mismo tipo (entendemos por tipo
todas las desnatadas, semidesnatadas o enteras). Por lo tanto, veremos la influencia
de las alteraciones que se han hecho a la leche con respecto a la leche clasica en
cada uno de sus formatos (desnatada, semidesnatada y entera). Los resultados
obtenidos fueron los siguientes:
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Leche desnatada

0,12
0,11
01 - 5
0,09 - 4—Sin lactosa
&« pid ]

0,08 — — —— Calcio

0,07 r/ ! ——Normal

0,06 Y Fdlico

0,05

0,04 T T T T 1

0 5 10 15 20 25
Figura 30. Comparativa leches desnatadas con el sensor potenciométrico
Leche semidesnatada
0,12
0,11
0,1 .

—o—Sin lactosa

0,09 .
—— Calcio

0,08
—#— Normal

0,07 .

Folico

0,06 )
- Proactive

0,05

0,04 T T T T 1

0 5 10 15 20 25

Figura 31. Comparativa leches semidesnatadas con el sensor potenciométrico

-49-

Trabajo Fin de Grado




Escuela de Ingenierias Industriales Trabajo Fin de Grado

Leche entera

0,13
0,12
0,11 —

"‘
0,1 / ﬁ*'\i —o—Sin lactosa
; !QAK — .'.‘
‘ /

0,09
! —m— Calcio
0,08

0,07
0,06
0,05

0,04 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Normal

Félico

Figura 32. Comparativa leches enteras con el sensor potenciométrico

Los resultados indican, tal y como era previsible, que las diferencias son mucho mas
notables que las detectadas en funcion de los contenidos grasos. La mayoria de las
membranas dan senales diferentes en funcion de los diferentes aditivos anadidos a
la leche siguiendo una la misma tendencia en los tres tipos de leche entera,
semidesnatada y desnatada.
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4.1.4. Envejecimiento

Por ultimo, hemos querido medir la influencia del paso del tiempo en una leche abierta para
ver cdmo afecta el tiempo a la degradacién de la leche y su consecuente pérdida de
propiedades y constatar que nuestros sensores son capaces de detectar estos cambios. Para
ello hemos cogido las medidas obtenidas en el dia 0 (dia de apertura del cartdn de leche) que
hemos mostrado en los anteriores apartados y las hemos comparado con las medidas
obtenidas de esas mismas leches una semana después de su apertura (dia 7).

Semidesnatada Calcio
0,12
01 -
0,08 - —o—Dia 0
0,06 —=—Dia7
0,04 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25

Figura 33. Envejecimiento leche semidesnatada con calcio con el sensor potenciométrico

Semidesnatada Sin Lactosa
0,12
0,08 - Y Y —e—Dia 0

0,06 —m—Dia7

0,04 T T T T |
0 5 10 15 20 25

Figura 34. Envejecimiento leche semidesnatada sin lactosa con el sensor potenciométrico
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Semidesnatada acido fdlico

0,12

0,1
0,08 —e—Dia 0
0,06 N —=—Dia7
0,04 T T T T 1

10 15 20 25

Figura 35. Envejecimiento leche semidesnatada con acido félico con el sensor potenciométrico

0,12

Semidesnatada Pro-activa

—o—Dia 0

—m—Dia7

0,04

- A
0,08 1 = M
0,06

0

5

10 15 20 25

Figura 36. Envejecimiento leche semidesnatada pro-activa con el sensor potenciométrico

Se puede observar una diferencia visible entre las muestras de Oy 7 dias, por lo que
podemos concluir que la mayoria de los sensores potenciométricos son capaces de
observar la existencia de degradacion, visible en la toma de datos, de nuestras

leches.
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4.1.5. Tratamiento estadistico de datos. Variedades de leches

Andlisis de componentes principales

Una vez vista la diferencia entre todos los tipos y clases de leche y la influencia del
envejecimiento en los mismos, de forma cualitativa, hemos pasado a comprobar de
mejor forma estas influencias mediante un tratamiento estadistico de datos para ver
si entre las diferencias en las medidas y los analisis quimicos de las leches
proporcionados por leche Pascual de puede ver la influencia de distintos factores
dentro de las leches.

Para el tratamiento estadistico se ha usado el Analisis de Componentes Principales
(PCA) que permite hacer un analisis de discriminacion.

En primer lugar, hemos querido ver si podiamos discriminar las leches desnatadas,
semidesnatadas y enteras de cada una de las clases de leches que hemos medido.
El resultado ha sido el siguiente:

LECHE CLASICA

. LD5M\

LD50-5

o
N
L
(=]
-
~
w
IS
]
(=]
~

-5 -4
RESULTS8, X-expl 77%,12%

Figura 37. PCA leche clasica con el sensor potenciométrico

En la anterior imagen se muestra el score 2D de la leche clasica. Vemos como la
primera componente (PC1) contiene el 77% de la variabilidad y la segunda

-53-



Escuela de Ingenierias Industriales Trabajo Fin de Grado
_________________________________________________________________________________________________________________|

componente (PC2) contiene un 12%. Esto significa que el modelo de PCA nos esta
mostrando un 89% de la informacion original del muestreo.

Podemos ver como efectivamente se pueden apreciar tres agrupaciones de datos
bien diferenciados. Por un lado, las leches desnatadas (verde), por otro las
semidesnatadas (azul) y por altimo las enteras (gris). Por lo tanto, podemos confirmar
que hemos obtenido una buena discriminacion entre los tipos de leche clasica.

LECHES CON CALCIO

s

- LDCa2

LDCa: | peq g

3

-8 -7
RESULT68, X-expl: 83%,10%

Figura 38. PCA leche con calcio con el sensor potenciométrico

En la figura 38 se muestra el score 2D de la leche con calcio. Vemos como la primera
componente (PC1) contiene el 83% de la variabilidad y la segunda componente (PC2)
contiene un 10%, lo que nos da un 93% de la informacion original del muestreo.

Al igual que con la leche clasica se pueden apreciar tres agrupaciones de datos bien
diferenciados. Leches desnatadas (verde), semidesnatadas (azul) y enteras (gris).
Por lo tanto, podemos confirmar que hemos obtenido una buena discriminacion
entre los tipos de leche con calcio.
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LECHE SIN LACTOSA
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Figura 39. PCA leche sin lactosa con el sensor potenciométrico

En lafigura 39 se muestra el score 2D de la leche sin lactosa. Vemos como la primera
componente (PC1) contiene el 83% de la variabilidad y la segunda componente (PC2)
contiene un 12%, lo que nos da un 95% de la informacion original del muestreo.

Al igual que las anteriores podemos apreciar tres agrupaciones de datos bien
diferenciados. Leches desnatadas (verde), semidesnatadas (azul) y enteras (gris).
Por lo tanto, podemos confirmar que hemos obtenido una buena discriminacion
entre los tipos de leche sin lactosa.
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LECHE CON ACIDO FOLICO
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Figura 40. PCA (2D) leche con acido félico con el sensor potenciométrico

En Figura 40 se muestra el score 2D de la leche con acido félico. Tenemos una PC1

que contiene el 80% de la variabilidad y una PC2 que contiene un 12%, lo que nos
da un 92% de la informacion original del muestreo.

En este caso vemos una agrupacion claramente diferenciada que es la de leches
desnatadas (verde) y dos agrupaciones que se solapan que son la de leches
semidesnatadas (azul) y enteras (gris). Como es un score 2D no sabemos la
profundidad por lo que no podemos asegurar si ambas agrupaciones se solapan o
es solo una apreciacion visual del 2D. Por esta razon recurrimos al 3D (Figura 41)

+. LE-Fol-2

0.004 0.006 0.008 0.010 0012

RESULT88, X expl: 80%,14%,3%

Figura 41. PCA (3D) leche con acido folico con el sensor potenciométrico
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En la vista en 3D en la cual tenemos una PC1 que comprende el 80% de informacion,
una PC2 del 14% y una PC3 del 3%. Aqui podemos ver como se diferencian las 3
agrupaciones perfectamente, leches desnatadas (verde), semidesnatadas (azul) y
enteras (gris), por lo que podemos afirmar que lo visto en 2D solo era un problema
de la propia visualizacion en 2D, al anadir la tecera componente el modelo discrimina
claramente entre los tres tipos de contenidos grasos. Por lo tanto, podemos
confirmar que hemos obtenido una buena discriminacion entre los tipos de leche con
acido folico.

Al igual que en apartados anteriores, no vamos a realizar este analisis multivariante
a la leche pro-activa ya que solo existe su variante semidesnatada y no tendriamos
con que comparar los datos obtenidos.

En la figura 42 se muestra el score 2D obtenido con todas las leches. Podemos
observar las diferencias entre las leches segun su contenido nutricional.

Y PRV A
B o]

ABFEFFT Y
b

Figura 42. PCA todas las leches con el sensor potenciométrico

Podemos ver la diferencia entre las leches y por lo tanto, podemos decir que el sensor discrimina
también entre leches segun su contenido nutricional.

Regresidn por minimos cuadrados parciales

A continuacion, realizamos el analisis PLS con los datos quimicos proporcionados por
leche Pascual de sus leches con objeto de determinar si el modelo matématico
disenado a partir de la lengua potencidémetrica podria ser utilizado para determinar
los parametros quimicos de interés una vez que haya sido entrenado

-57-



Escuela de Ingenierias Industriales Trabajo Fin de Grado
_________________________________________________________________________________________________________________|

Las figuras 43, 44, 45 y 46 nos muestran los resultados de la correlacion para las
variedades desnatas con los algunos de los parametros seleccionados: densidad,
porcentaje de materia grasa, porcentaje de proteina y sedimentacion.

Leche desnatada

Densidad
4 P2 & Lol
| + LD-Fal
- LDFol
z 2 UnFal - Lblac © LD a Rk
| - LDFail
4 + LMac
g
o —
2
4
i iR
LD-%
8
PCT
3 2 1 [ 1 z 3 4
RESULTIAS X expl 31% 50% Yoexpl /1% 13%
Figura 43. PLS de la densidad leche desnatada con el sensor potenciométrico
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Figura 44. PLS de la materia grasa leche desnatada con el sensor potenciométrico
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Figura 45. PLS de las proteinas de la leche desnatada con el sensor potenciométrico
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Figura 46. PLS de los sedimentos de la leche desnatada con el sensor potenciométrico

En la tabla 5 mostramos los datos obtenidos de las PLS para la leche desnatada.

Acidez 0,9879 0,2064 00,9761
Densidad 0,9968 0,1233 @ 0,9944
Sedimento  0,9978 0,0143 0,9897
%Proteina 0,9966 0,0121 @ 0,9940
%MG 0,9933 0,0061 0,9878

0,2741
0,1733
0,0206
0,0169
0,0092

N WwWwww

Tabla 5. Resultados PLS de la leche desnatada con el sensor potenciométrico
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En este caso todos los parametros dan buenos resultados. Una R2muy cercana a 1,
una RMSE baja y pocas variables latentes. Por lo tanto, la discriminacion entre tipos

de leche desnatada es buena.
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A continuacién, se muestran los resultados obtenidos con las leches
semidesnatadas y enteras.
Leche semidesnatada
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Figura 47. PLS de la acidez de la leche semidesnatada con el sensor potenciométrico
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Figura 48. PLS de la densidad de la leche semidesnatada con el sensor potenciométrico
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Figura 49. PLS de los sedimentos de la leche semidesnatada con el sensor potenciométrico
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Figura 50. PLS de las proteinas de la leche semidesnatada con el sensor potenciométrico
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Figura 51. PLS de la materia grasa de la leche semidesnatada con el sensor potenciométrico

Acidez 0,9789 0,1916 0,9673 0,2587 3
Densidad 0,9937 0,2116 0,9871 0,2879 3
Sedimento 0,9840 0,0065 0,9729 0,0089 4
%Proteina 0,9924 0,0267 0,9874 0,0353 3
%MG 0,9939 0,0383 0,9871 0,0471 3

Tabla 6. Resultados PLS de la leche semidesnatada con el sensor potenciométrico
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En la tabla 6 vemos como al igual que con la leche desnatada los datos obtenidos
de las PLS con buenos para todos los parametros, por lo que podemos decir que
conseguimos discriminar entre tipos de leche semidesnatada. Los datos del ajuste
son altos, los valores de error bajos y el nimero de variables latentes necesarias es
ligeramente superior al de las leches desnatadas, pero todavia suficientemente bajo.
Todos estos parametros son muestra de la bondad del modelo.

Leche entera
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Figura 52. PLS de la acidez de la leche entera con el sensor potenciométrico
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Figura 53. PLS de densidad de la leche entera con el sensor potenciométrico
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Figura 54. PLS de las proteinas de la leche entera con el sensor potenciométrico
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Figura 55. PLS de la materia grasa de la leche entera con el sensor potenciométrico
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Acidez 0,9953
Densidad 0,9958
Sedimento 0,9945
%Proteina 0,9942
%MG 0,9966

0,1153
0,1445
0,0875
0,0211
0,0106

0,9927
0,9934
0,9920
0,9910
0,9916

0,1526
0,1913
0.0956
0,0280
0,0179

Trabajo Fin de Grado

W WwWwwww

Tabla 7. Resultados PLS de la leche entera con el sensor potenciométrico

Al igual que con la leche desnatada y con la leche semidesnatada, en la tabla 7
vemos los datos obtenidos en las PLS son buenos y podemos decir que hemos
conseguido discriminar entre los distintos tipos de leche entera. En este caso los
valores del ajuste son mejores que los obtenidos para la leche semidesnatada con
menores datos de error e idéntico e incluso menor, en algunos casos, nimero de

variables latentes.

Por tanto, podemos concluir que con la lengua potenciométrica disenada no sélo
podemos discriminar entre los trece tipos de leche suministrados por Leche Pascual
sino que nuestro modelo puede ser utilizado con éxito para predecir parametros
quimicos de interés como la densidad, el % de proteina, el % de materia grasa, acidez

y sedimento.
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4.1.6. Tratamiento estadistico de los datos. Envejecimiento

Ahora vamos a exponer los resultados de los analisis estadisticos obtenidos sobre el
envejecimiento de las leches medido con los sensores potenciométricos. Hemos
realizado un analisis simple mediante PCA para ver si podemos discriminar entre
leches en su estado original de leches envejecidas, en este caso, tras un periodo de
7 dias abiertas. Para ello vamos a analizar las leches por separado.

Leche clasica

Los resultados obtenidos del analisis de componentes principales para las leches
clasicas originales y envejecidas se muestra en la figura 56.

PC-1(82%

Figura 56. PCA de la leche clasica original y envejecida con el sensor potenciométrico

En la figura 56 hemos usado un score 2D de la PC1 y PC3, que es la que mejor
muestra la diferencia entre las muestras. Se han acotado los resultados en color
para facilitar su visualizacion (desnatada en verde, semidesnatada en azul y entera
en gris). Se puede apreciar como las leches se diferencian claramente, pudiéndose
ver las envejecidas a un lado y las originales al otro. Por lo tanto, podemos concluir
que los sensores discriminan cada leche envejecida con respecto a la original y entre
todas las envejecidas y las originales de forma eficaz.
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Leche enriquecida con calcio

Los resultados obtenidos del analisis de componentes principales para las leches
enriquecidas con calcio originales y envejecidas se muestran en la figura 57.
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Figura 57. PCA de la leche con Ca original y envejecida con el sensor potenciométrico

En la figura 57 hemos usado un score 2D de la PC1 y PC3, por ser la que mejor
muestra los resultados. Al igual que con las leches clasicas se puede apreciar como
a un lado estan las envejecidas y al otro las originales. Por lo tanto, podemos concluir
qgue los sensores discriminan las leches enriquecidas con calcio tras 7 dias de

envejecimiento con respecto a las originales.
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Leche sin lactosa

Los resultados obtenidos de la PCA para las leches sin lactosa originales vy
envejecidas se muestran en la figura 58.
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Figura 58. PCA de la leche sin lactosa original y envejecida con el sensor potenciométrico

En la figura 58 vemos el score 2D de la PC1 y PC2. Se puede apreciar como en la
parte superior se agrupan las leches originales y en la parte inferior las envejecidas.
Por lo tanto, al igual que las anteriores también llegamos a la conclusion de que los
sensores discriminan las leches sin lactosa con calcio envejecidas con respecto a las
originales.
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Leche con acido folico

Los resultados obtenidos de la PCA para las leches con acido félico se muestran en
la figura 59.
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Figura 59. PCA de la leche con &cido félico original y envejecida con el sensor
potenciométrico

En la figura 59 vemos el score 2D de la PC1 y PC2. Se puede apreciar como en la
parte izquierda se agrupan las leches envejecidas y en la parte derecha las
originales. También vemos como esta diferencia es clara en el caso de la leche
semidesnatada y entera, pero en la semidesnatada esa diferencia es menor,
llegando incluso a no diferenciarse apenas algunas de estas muestras. Esto puede
ser debido a algun fallo en el experimento, ya que en general parece que las
diferencias son notables. Por lo tanto, y asumiendo que puede haber algun pequeno
fallo en la medida o en las condiciones del experimento, llegamos a la conclusion de
que los sensores discriminan las leches con acido félico envejecidas con respecto a
las originales.

Para concluir, y viendo el resultado obtenido en todas las PCA, podemos afirmar que
nuestros sensores potenciométricos pueden discriminar de forma notable las
muestras de leche originales de las mismas envejecidas durante 7 dias.
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4.2. SENSORES VOLTAMETRICOS

4.2.1. Reproducibilidad

Al igual que en los sensores potenciométricos en primer lugar se hicieron pruebas de
reproducibilidad y repetitibililidad del experimento para ver si los resultados de la
lengua voltametrica podrian ser representativos. En la figura 60 se muestran las
pruebas de reproducibilidad de dos tipos de leche medidas como muestras
representativas.

Reproducibilidad

1.5
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1 —Rep 3

Figura 60. Reproducibilidad obtenida mediante los sensores voltamétricos

Podemos ver como la reproducibilidad es aceptable entre las distintas medidas
tomadas, aunque no tanto entre cada ciclo. Esto es debido a que encontramos una
degradacion de los sensores entre cada uno de ellos sin llegar a la estabilizacion
entre ciclos, pero como entre muestras, y comparando siempre el mismo ciclo, vemos
que si que tenemos una similitud entre ellas. Las diferencias mas importantes son
para el primer ciclo que sera desechado en el estudio estadistico de los datos.

El problema de la estabilizacion de los ciclos se puede solventar mediante la mejora
de los electrodos mediante una activacion, que ha sido desarrollado en este trabajo.
El problema de dicha activacion es que requeria una cantidad de tiempo muy alta
teniendo en cuenta que el objetivo de este proyecto que consistia principalmente en
medir una gran cantidad de tipos de leches y finalmente se descart6 la activacion de
los sensores por ese motivo de tiempo y se solventd el problema eliminando el primer
ciclo, siempre claramente diferente del resto. No obstante, se tratara mas a fondo
este tema en un apartado posterior dirigido a mejoras que se pueden realizar a estos
sensores con perspectiva de futuro.
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En vistas a simplificar la lectura entre muestras para poder hacer las comparaciones
y sacar una conclusion, a partir de ahora se pasaran a mostrar los datos
representados por un solo ciclo representativo del resto.

4.2.2. Parametros de las muestras

Antes de empezar a medir, se realizaron varias pruebas para determinar bajo qué
condiciones seria mas adecuado realizar las muestras de leche.

Uno de los factores a elegir era la disolucion de la leche en agua. Se hicieron pruebas
con muestras de leche sin diluir en agua y diluidas al 50% en agua mili-Q.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 61 y Figura 62.

Leche diluida al 50%
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Figura 61. Voltametria ciclica con leche diluida en agua al 50%
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Figura 62. Voltametria ciclica con leche sin diluir

Ambas pruebas se han realizado con muestras de leche con calcio y electrodo 110
(carbono vitreo). En ambas graficas se muestra la comparacion de tres muestras de
leche de la misma clase en su version desnatada, semidesnatada y entera.

Se puede apreciar como las diferencias entre los tres tipos de leches son mas
apreciables en las pruebas con leche sin diluir, apreciandose mejor la diferenciacion
entre ellas tanto en la zona de oxidacion como en la zona de reduccion. Este
experimento se realiz6 con otros tipos de leche y electrodos con idénticos resultados.
Esto, unido al factor de la grasa, el cual no es tan importante en estos electrodos
debido a que son de un solo uso y no requieren de una limpieza entre medidas,
situacion en la que la grasa dificulta ain mas la correcta limpieza para obtener datos
correctos, nos hizo decantarnos por no diluir la leche en agua. Por este motivo, a
partir de ahora todos los datos mostrados seran con leche sin diluir.

4.2.3. Comparativa entre leches de la misma clase

Comparamos las medidas en voltametria ciclica entre leches de la misma clase para
ver las diferencias que obtenemos en cada uno de las distintas clases de leche.
Podemos ver estas diferencias entre ellas en las Figuras 63-71.
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Leche con Ca 110
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Figura 63. Voltametria ciclica con leche enriquecida con Cay electrodo 110
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Figura 64. Voltametria ciclica con leche enriquecida con Cay electrodo 710
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Leche con Ca 110SWCNT
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Figura 65. Voltametria ciclica con leche enriquecida con Ca y electrodo 110SWCNT
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Figura 66. Voltametria ciclica con leche enriquecida con Ca y electrodo Lact10
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Leche con Ca 110GNP
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Figura 67. Voltametria ciclica con leche enriquecida con Ca y electrodo 110GNP
Leche con Ca 110PANI
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Figura 68. Voltametria ciclica con leche enriquecida con Cay electrodo 110PANI
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Leche con Ca 110Ni
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Figura 69. Voltametria ciclica con leche enriquecida con Ca y electrodo 110Ni
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Figura 70. Voltametria ciclica con leche enriquecida con Ca y electrodo Glu10
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Leche con acido félico Lact10
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Figura 71. Voltametria ciclica con leche con acido félico y electrodo Lact10

En primer lugar, observamos como las senales obtenidas por los diferentes sensores
voltamétricos son claramente diferentes unas de otras lo que nos garantiza una
buena selectividad cruzada en la red construida a partir de estos sensores. En todos
los casos se observan diferencias apreciables entre las muestras en funcion de su
contenido graso si bien es cierto que las diferencias en cuanto a posicion e
intensidad de los picos entre las tres variedades son mas apreciables en algunos
sensores e igualmente son funcion del tipo de variedad de leche analizada, aunque
la morfologia general del voltamograma no varia y es caracteristica del tipo de
electrodo y por tanto de la sustancia utilizada en su modificacion.

4.2.4. Comparativa entre leches del mismo tipo

Comparamos las medidas en voltametria ciclica entre leches del mismo tipo para ver
las diferencias obtenidas en cada una de las diferentes variedades de leche y su
influencia en la morfologia del registro intensidad-potencial. Podemos ver como se
aprecian diferencias pequenas entre ellas en las Figuras 72-81
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Figura 72. Voltametria ciclica con todos los tipos de leche desnatada y electrodo 110
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Figura 73. Voltametria ciclica con todos los tipos de leche semidesnatada y electrodo 110
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Entera 110
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Figura 74. Voltametria ciclica con todos los tipos de leche entera y electrodo 110
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Figura 75. Voltametria ciclica con todos los tipos de leche semidesnatada y electrodo 710
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Semidesnatada 110SWCNT
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Figura 76. Voltametria ciclica con todos los tipos de leche semidesnatada y electrodo 110SWCNT
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Figura 77. Voltametria ciclica con todos los tipos de leche entera y electrodo 110GNP
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Entera 110Ni
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Figura 78. Voltametria ciclica con todos los tipos de leche entera y electrodo 110Ni
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Figura 79. Voltametria ciclica con todos los tipos de leche entera y electrodo Glu10
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Desnatada Lact10
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Figura 80. Voltametria ciclica con todos los tipos de leche desnatada y electrodo Lact10
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Figura 81. Voltametria ciclica con todos los tipos de leche desnatada y electrodo 110PANI
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En los voltamogramas anteriores observamos que cada sensor tiene una morfologia
que le es caracteristica y que por tanto es diferente del resto, esto coOmo hemos
comentado es indicativo de que la red voltamétrica disenada muestra alta
selectividad cruzada. Para los diferentes tipos de leche con y sin aditivos observamos
que las posiciones de los picos de oxidacion y reduccion, asi como las intensidades
varian en funcion del tipo de leche. Las diferencias son mas notables que las
observadas en funcion del contenido graso. El sensor basico de carbono sin
modificar es el que cualitativamente da lugar a menores diferencias entre los cuatro
tipos de leche para los tres contenidos grasos entera, semidesnatada y desnatada
(figuras 72, 73 y 74) siendo los sensores modificados con y sin enzimas los que a
simple vista dan lugar a variaciones mas importantes en funcién del tipo de leche
analizada. Posteriormente mediante el analisis estadistico estas diferencias seran
mas visibles.

Finalmente analizamos los cambios observados en los voltamogramas en funcion
del envejecimiento de las leches.
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4.2.5. Envejecimiento

Otro de los aspectos que queremos analizar es si la lengua voltamétrica disenada es
capaz de detectar el envejecimiento de las leches y si las alteraciones que se
producen en el producto con el paso del tiempo se pueden medir con nuestros
sensores. Hemos comparado los datos obtenidos con una leche recién abierta (O
dias) con los datos de esa misma leche pasados 7 dias. Los resultados de algunas
leches (leches enriquecidas con Ca) se muestran en la Figuras 82-84

Desnatada Ca

(42
[en]

N
[e»]
3

w
(o]

Desnatada Ca O dias

) Desnatada Ca 7 dias

IS
[en}

Figura 82. Envejecimiento de leche desnatada enriquecida con Ca tras 7 dias
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Figura 83. Envejecimiento de leche semidesnatada enriquecida con Ca tras 7 dias
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Figura 84. Envejecimiento de leche entera enriquecida con Ca tras 7 dias

Vemos como para el caso de la leche enriquecida con Ca en su version desnatada,
semidesnatada y entera, se puede apreciar que la morfologia del voltamograma no
cambia, pero si se observa una variacion entre sus medidas, lo cual nos indica que
podemos medirlo con nuestros sensores. Esta variacion es mas evidente en el pico
de reduccion a potenciales mas negativos lo cual tiene légica ya que tras esos 7 dias
la leche se degrada variando sus propiedades, especialmente ocurre la acidificacion
del producto que es lo que se mide a potenciales tan bajos.
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4.2.6. Tratamiento estadistico de datos

Analisis de componentes principales

Al igual que en los sensores potenciométricos para el disefno de la lengua
voltamétrica se han realizado analisis estadistico a los datos registrados en el
voltamograma para en primer lugar observar la capacidad de discriminacion de la
lengua mediante un método no supervisado y por ello hemos empezado haciendo
PCAs a los distintos datos obtenidos. Posteriormente se ha utilizado un estudio de
correlaciones entre los datos de la lengua electrénica y los datos quimicos para lo
qgue se ha utilizado el analisis mediante PLS. Tanto para los analisis de PCA como
para las PLS del siguiente apartado se han utilizado los datos de todos los ciclos
menos de los primeros por motivos de estabilizacion, por lo que nos hemos quedado
con los que considerabamos que nos valian para realizar las comparaciones y que
nos proporcionaban una senal mas estable y mas reproducible. De este modo
eliminamos la simplificacion de un solo ciclo propuesta en los apartados anteriores
ya que de esta forma obtenemos unos datos mas fidedignos a la vez que
conseguimos tener un namero suficiente de datos para que estos analisis puedan
tener de verdad relevancia.

Para la elaboracion de los datos de nuestra lengua de sensores voltamétricos hemos
seleccionado los 8 tipos distintos de electrodos (110, 710, 110NI, 110PANI,
110GNP, 1210SWCNT, GLU10 y LACT10).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 85.

PC1L (43%)-PC2 (23%)

D-Fol s 05l D-Ld
~ge P2 P

Figura 85. PCA (PC1y PC2) lengua electronica con 8 sensores (110, 710, 110NI, 110PANI, 110GNP,
110SWCNT, GLU10 y LACT10)
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En la imagen anterior se muestra el score 2D con la combinacion de los 8 sensores.
Tenemos una primera componente (PC1) que contiene el 43% de la variabilidad y
una segunda (PC2) que contiene el 23%. Se puede apreciar que mediante estas dos
componentes no se distinguen diferencias entre las leches, salvo las de leche
clasica, las cuales salen apartadas del resto. Esto, unido a la poca variabilidad que
representa la combinacion de la PC1 y PC2 nos indica que con esta PCA no es lo
suficientemente buena como para poder distinguir nuestras muestras con lo que se
hace necesario utilizar una tercera componente. Para asegurarnos, representamos
la combinacion de la primera y tercera componente (PC1y PC3). Figura 86.

PC1 (41%)-PC3 (14%)

D-la. ne

Figura 86. PCA (PC1 y PC3) lengua electronica con 8 sensores (110, 710, 110NI, 110PANI, 110GNP,
110SWCNT, GLU10 y LACT10)

Vemos como la tercera componente representa una variabilidad del 14%,
insuficiente en nuestro caso y que como se puede observar supone una cierta mejora
no se aprecian persisten diferencias en la discriminacion entre nuestras leches.

Por ello, decidimos realizar una seleccion de sensores que nos permitiran optimizar
el modelo para ello fue necesario analizar estadisticamente uno a uno los datos de
nuestros sensores para ver cual era el problema y detectamos que varios de ellos,
en concreto el 110, 110Nl y GLU10, arrojaban unos datos con muy poca variabilidad
entre leches, por lo que decidimos eliminarlos y volver a hacer el analisis, pero esta
vez con una lengua electronica compuesta por 5 sensores (710, 110PANI, 110GNP,
110SWCNT y LACT10).
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Figura 87. PCA (3D) lengua electrénica con 5 sensores (710, 110PANI, 110GNP, 110SWCNT y
LACT10)

En la Figura 87 se muestra el score 3D que hemos obtenido. Tenemos una PC1 que
contiene una variabilidad del 70%, una PC2 que contiene el 11% y una PC3 que
contiene un 10%, por lo que en este score tenemos el 91% de informacion. Esto
significa que la PCA nos esta mostrando un 91% de la informacion original del

muestreo.

Asimismo, vemos como ahora si podemos discriminar entre tipos de leche,
arrojandonos unos resultados mucho mejores que los obtenidos con los 8 sensores.
Hemos agrupado los distintos tipos de leches como se ve en la figura y con ello
podemos determinar que si que hemos conseguido obtener una discriminacion entre
los distintos tipos. También podemos ver como dentro de un mismo tipo las leches
desnatadas y semidesnatadas tienden a agruparse, dejando las muestras de leche
entera un poco separadas, los resultados indican por tanto que la lengua electrénica
formada por 5 sensores (710, 110PANI, 110GNP, 110SWCNT y LACT10) es la que

nos ofrece la mayor capacidad de discriminacion.
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Regresion por minimos cuadrados parciales

Ahora pasamos a hacer el analisis estadistico teniendo en cuenta los datos quimicos
de nuestras leches proporcionados por leche Pascual en uno de sus analisis con
objeto de analizar la calidad de nuestro modelo.

A continuacién, se muestran las PLS para algunos de los datos quimicos mas
relevantes como son: acidez (Figura 88), densidad (Figura 89), sedimentos (Figura
90), % proteinas (Figura 91) y % materia grasa (Figura 92).

Acidez
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Figura 88. PLS 2D de la acidez
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Figura 89. PLS 2D de la densidad
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Figura 90. PLS 3D de los sedimentos
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Figura 92. PLS 3D de la materia grasa
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Se observa claramente que para todos los parametros quimicos analizados se
consigue discriminar claramente las diferentes leches en funcion de los aditivos y del
contenido graso.

En la tabla 8 se muestran los distintos datos obtenidos de las PLS

Acidez 0,9332 00,3830 0,9177 0,4312
Densidad | 0,8997 0,8284 0,8759 0,9347
Sedimentos 0,8060 0,0413 0,7510 0,0474
%Proteinas  0,9084  0,0718 0,8877 0,0807
%Mat grasa 00,7344  0,6625 0,6487 0,7726

A D

Tabla 8. Resultados PLS con los sensores voltamétricos

Vemos como los ajustes son algo inferiores a los obtenidos en la lengua
potenciométrica tanto en calibracion como en validacion. Tenemos 4 variables
latentes en todas ellas, una R2 aceptable (un poco baja en el caso de la materia
grasa) y una RMSE (raiz del error cuadratico medio) muy diverso en todas ellas.
Cuanto menor sea este Ultimo dato, mejor ajuste tienen los datos obtenidos (O
indicaria un ajuste perfecto). Viendo los datos de la tabla podemos decir que hemos
discriminado entre tipos de leches, sobre todo en cuanto a sedimentos y a proteinas
a lo que resulta ser especialmente sensible la lengua potenciométrica.
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Envejecimiento

Ahora vamos a comentar un poco los analisis estadisticos obtenidos sobre el
envejecimiento en los sensores voltamétricos. En este caso hemos hecho un analisis
simple mediante una PCA para ver, en primer lugar, si encontramos una diferencia
en las medidas tomadas 7 dias después, con respecto a las tomadas inicialmente,
y, en segundo lugar, si siguen un patron comuin en todos los casos. Como vamos a
trabajar con el doble de muestras que en el analisis anterior vamos a dividir el
analisis en leches clasicas, enriquecidas con calcio, sin lactosa y con acido folico. Asi
podremos ver mejor los resultados para sacar las debidas conclusiones.

Leche cldsica

Empezaremos analizando las leches clasicas. Los resultados obtenidos se muestran
en la Figura 93 y 94.

.M‘&Y m

Figura 93. Resultados PCA leche clasica envejecida con los sensores voltamétricos

Se han acotado los resultados en color para facilitar su visualizacion. En la figura 93
hemos usado un score 2D ya que era el que mejor mostraba la diferencia entre las
muestras. A simple vista vemos como las muestras de las leches envejecidas salen
distintas a las de las mismas leches en su estado original, lo cual es I6gico debido a
que, al tenerlas un tiempo abiertas, el estado y las propiedades de estas varian. Por
otra parte, si nos fijamos exclusivamente en si podemos discriminar todas las leches
originales respecto a las envejecidas, vemos en el score 3D de la figura 94 como las
leches envejecidas las encontramos en la parte superior, mientras que las originales
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las encontramos en la parte inferior, aunque es cierto que no se acaban de agrupar
perfectamente, debido sobre todo a la similitud entre la leche semidesnatada original

y la desnatada envejecida.

PC-3 (21%)

(

PC-2 (25%)

Figura 94. Resultados PCA (Score 3D) leche clasica envejecida con los sensores voltamétricos

Por lo tanto, podemos concluir que los sensores voltamétricos también discriminan
cada leche envejecida con respecto a la original sin problemas y también lo hacen
entre todas las envejecidas y las originales, con la duda de lo comentado en el

parrafo anterior.
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Leche enriquecida con calcio

Ahora vamos a analizar las leches enriquecidas con calcio. Los resultados obtenidos
se muestran en la Figura 95.
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Figura 95. Resultados PCA leche con Ca envejecida con los sensores voltamétricos

En la figura 95 hemos usado un score 2D, que era el que mejor mostraba lo que
queremos analizar. Podemos apreciar como, nuevamente, las muestras de las
leches envejecidas salen distintas a las de las mismas leches en su estado original.
En cuanto a si podemos discriminar todas las leches originales respecto a las
envejecidas, vemos que en este caso la leche semidesnatada original y la desnatada
envejecida se solapan, tanto en este score como en el 3D, lo cual nos dificulta
discriminar tanto entre todas las leches originales y envejecidas como separar la
desnatada de la semidesnatada.

Por lo tanto, podemos concluir una vez mas que los sensores voltamétricos
discriminan cada leche envejecida con respecto a la original sin problemas, pero lo
tanto entre todas las leches originales y las envejecidas.
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Leche sin lactosa

Ahora vamos a analizar las leches sin lactosa. Los resultados obtenidos se muestran
en la Figura 96.

PC-3 (21%)

L
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Figura 96. Resultados PCA leche sin lactosa envejecida con los sensores voltamétricos

En la figura 96 hemos usado un score 3D debido a que precisabamos de las tres
dimensiones para ver bien las diferencias. Podemos apreciar como las muestras de
las leches envejecidas nuevamente salen distintas a las de las mismas leches en su
estado original. En cuanto a discriminacion entre las leches originales respecto a las
envejecidas, vemos como de nuevo la leche desnatada envejecida y la
semidesnatada original se solapan. Quitando esto, si que se puede ver en el resto de
casos la tendencia de que las leches originales salen a la dcha (teniendo en cuenta
la referencia visual de la figura 96) y las envejecidas a la izquierda.
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Leche con acido folico

Ahora vamos a analizar las leches con acido folico. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 97.
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Figura 97. Resultados PCA leche con acido folico envejecida con los sensores voltamétricos

En la figura 97 hemos usado un score 2D para ver las diferencias. Vemos como las
muestras de las leches envejecidas nuevamente salen distintas a las de las mismas
leches en su estado original y en cuanto a discriminacion entre las leches originales
respecto a las envejecidas, vemos como las leches envejecidas se concentran en la
parte interior mientras que las originales lo hacen en la superior. De nuevo la leche
desnatada envejecida y la semidesnatada original son las que hacen que las
diferencias no sean tan notables.
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POSIBILIDADES FUTURAS
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5.- CONCLUSION FINAL Y POSIBILIDADES FUTURAS

A continuacion, se expondran las conclusiones finales sobre este trabajo basado en
los siguientes puntos:

Se ha comprobado con éxito que la posibilidad de utilizar una lengua
electronica basada en sensores potenciométricos creada por UvaSens para
la discriminacion de las trece variedades de leches comerciales de la marca
Pascual, tanto en lo referido a su contenido graso como a sus diferentes
contenidos nutricionales. Igualmente se ha podido comprobar que la lengua
potenciométrica se puede utilizar con éxito para determinar los parametros
guimicos mas interesantes de los tipos de leche medidos, mediante el uso de
analisis estadistico mediante PLS.

La lengua potenciométrica disenada es capaz de detectar facilmente los
cambios quimicos que se producen en las diferentes variedades de leche
sometidas a un proceso de envejecimiento de 7 dias.

Se ha comprobado que la lengua electronica basada en sensores
voltamétricos de la marca Dropsens es capaz de discriminar entre todos los
tipos y clases de leche medidos, aunque no con el mismo éxito que la lengua
potenciométrica. Gracias a un proceso de seleccion de sensores se ha llegado
a diferenciar con claridad entre las diferentes variedades nutricionales y
contenidos grasos de las leches comerciales de Calidad Pascual, El analisis
estadistico mediante PLS permite predecir algunos parametros quimicos de
leche, pero con mayores margenes de error que con la lengua
potenciométrica. También ha sido posible mediante esta lengua voltamétrica
la discriminacion entre leches originales y leches envejecidas durante un
periodo de siete dias. En el apartado de posibilidades futuras se planteara un
método para mejorar esta lengua electronica voltamétrica.

Resultado del estudio comparativo se ha concluido que, la lengua electronica
potenciométrica disenada y realizada por el grupo UvaSens es capaz de
discriminar de la misma forma o incluso mejor que muchas lenguas
compuestas por sensores comerciales.

Con respecto a posibilidades futuras se expondran tres puntos para continuar con
este trabajo en busca de mejorar lo presente o ampliar la informacion. Son los
siguientes:

Los sensores potenciométricos, que nos han dado buenos resultados en la
discriminacion de leches, se pueden mejorar utilizando nanomateriales como
componente de nuestras membranas que permitan aumentar la sensibilidad
de los sensores a la vez que anadiendo enzimas que mejoren su
especificidad. Esta mejora ya se esta implementando dentro de UvaSens
debido a los buenos resultados de estos sensores.
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Dentro de los sensores voltamétricos, la medida clara seria modificarlos con
sustancias electrocataliticas para obtener unos resultados mas concluyentes
y una mejor discriminacion. Tras lo observado durante este trabajo, la
propuesta para mejorarlos seria conseguir en primer lugar una mayor
estabilidad en la senal que consiguiera aumentar la precision de los mismos.
Para conseguir esto habria que conseguir una correcta activacion de los
sensores. Dentro de las propuestas estudiadas la que mejores resultados
mostraba era la activacion mediante peréxido de hidrogeno, consiguiendo
una estabilidad mucho mejor, aunque con el inconveniente del tiempo de
activacion, demasiado alto para un estudio con tantas muestras. Con la
reduccion de estos tiempos, o con otro tipo de activacion se alcanzaria el
objetivo. En segundo lugar, se propone una modificacién de los sensores que
han resultado mas utiles con nanomateriales para conseguir una mayor
capacidad de discriminacion.

Dentro de los sensores impedimétricos, el objetivo claro para el futuro es que
puedan utilizarse para la discriminacion de productos lacteos. La principal
idea para conseguir este objetivo creemos que es la eliminacion de la grasa
de la leche. Para ello, se deberian coger las muestras de leche y centrifugarlas
para poder facilitar la eliminacion de esta grasa. Con esto creemos que
aumentarian las posibilidades de discriminacion en leche, debido a la
eliminacion del elemento que manchaba nuestros sensores y que creemos
que era la principal causa del problema. También un estudio de procesos de
activacion de los mismos ayudaria a conseguir senales mas estables.
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